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Abstract: Pigeonpea (Cajanus cajan) is a tropical legume grown mainly in Indonesia. Though largely considered an 
orphan crop, pigeonpea has a huge untapped potential for improvement both in quantity and quality of yield. 
Pigeonpea seeds contain 65 % starch. Based on its starch level can be use as substrate of solid-state 
fermentation. Solid-state fermentation using Aspergillus niger because they have amylolytic and cellulolytic 
activity and not produce micotoxin. This study was carried out to know the change reducing sugar level of 
fermenting pigeonpea as to know a success of fermentation process. Completely randomized design was 
used, data result were analyzed with ANOVA, then were continued with Least Significant Difference. 
Different parameters such as inoculums concentration and incubation time. Inoculum concentration of 2 mL/g 
and incubation time of 72 hours give the best result of 12,50%.  
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1. PENDAHULUAN 
Dunia dihadapkan dengan adanya krisis energi yaitu 
menipisnya sumber daya dan meningkatnya masalah 
lingkungan (Shivani et.al., 2011:18210). Permintaan 
energi untuk transportasi dan proses industri 
mendorong pencarian sumber energi terbarukan 
untuk mengganti bahan bakar fosil yang semakin 
menipis (Sartory et.al., 2015:1). Bioethanol 
merupakan salah satu energi terbarukan yang dibuat 
secara biologis dari biomasa selulosa (Lalitha and 
Rajeshwari, 2011:16). Biodiesel adalah pengganti 
utama untuk bahan bakar fosil, karena ramah 
lingkungan dan dapat diperbarui (Xiaojuan et.al., 
2011:122). Biodiesel dapat dibuat dari minyak nabati 
baik minyak baru maupun minyak bekas melalui 
proses transesterifikasi (Hambali dkk., 2007:8-9). 
Minyak nabati biasanya diekstrak dari biji dan 
kacang-kacangan dengan tekanan mekanis atau 
tekanan pelarut (Lean, 2013:115). 
Kacang gude (Cajanus cajan) adalah salah satu 
contoh legum yang penting pada daerah sub-tropis 
karena dapat beradaptasi baik terhadap masa 
kekeringan dan juga dapat tumbuh di lahan marginal 
serta tidak banyak membutuhkan asupan nutrisi 
(Alexander et.al., 2007:1). Kebanyakan legum dapat 
beradaptasi pada beberapa daerah, kacang gude 
memiliki kombinasi unik yaitu kandungan nutrisi 
optimal, toleransi tinggi terhadap stres lingkungan, 
produktivitas biomasa tinggi dan nutrisi serta 
kelembaban yang baik untuk tanah (Odeny, 
2007:297). Kacang gude dapat tumbuh sebagai 
tanaman tahunan di pekarangan rumah dan 
dikonsumsi sebagai biji perpecahan terkupas atau 
dalam bentuk biji hijau sebagai sayuran (Sharma 
et.al., 2011:92). Biji kering memiliki beberapa 
produk yaitu tempe dan kecap. Tepung kacang gude 
dicampur dengan gandum untuk meningkatkan kadar 
protein produk makanan yang dipanggang (Orwa 
et.al., 2009:3). 
Biji kacang gude adalah legum yang dilaporkan 
mengandung 20-22% protein, 1,2 % lemak, 65% 
karbohidrat and 3,8% abu (Sharma et.al., 2011:92). 
Kacang gude merupakan sumber mineral yang baik 
seperti kalsium, fosfor, magnesium, zat besi, sulfur, 
kalium, serta mengandung vitamin larut air seperti 
tiamin, riboflavin, niasin dan kolin (Akande et.al., 
2010:63). Penelitian terakhir menyatakan bahwa 
kacang gude mengandung fitoestrogen yang dapat 
digunakan sebagai antikanker (Kunia, dalam Dewi, 
2010:9). Kandungan gizi kacang gude cukup tinggi 
sehingga dapat digunakan untuk makanan, pakan 
ternak dan obat herbal (Sharma et.al., 2011:94). 
Kadar karbohidrat kacang gude cukup tinggi, 
sehingga cocok digunakan sebagai substrat dalam 
proses solid state fermentation. 
Fermentasi adalah teknik konversi biologi dari 
substrat yang kompleks menjadi komponen yang 
lebih sederhana oleh mikroorganisme yaitu bakteri 
dan fungi (Eze et.al., 2014:138). Metode fermentasi 
terbagi menjadi dua yaitu fermentasi terendam (SmF) 
dan fermentasi padat (SSF) (Martins et.al., 
2011:367). Solid state fermentation (SSF) dapat 
didefinisikan sebagai fermentasi padat dengan 
keadaan bebas air, tetapi substrat harus mempunyai 
kelembaban yang cukup untuk mendukung 
pertumbuhan dan metabolisme mikroorganisme 
(Imandi et.al., 2010:28). SSF memiliki banyak 
kelebihan daripada SmF, yaitu penggunaan tempat 
ekonomis yang dibutuhkan untuk media fermentasi, 
hasil panen tinggi dan tidak membutuhkan mesin 
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yang rumit (Falony et.al., 2006:236). Kapang dapat 
beradaptasi dengan baik daripada yeast and bakteri 
untuk tumbuh dalam metode SSF (Sanchez et.al., 
2015:1). Fungi berfilamen mendapat perhatian yang 
lebih besar karena kemampuannya memproduksi 
enzim termostabil bernilai ilmiah dan komersial 
tinggi, seperti amilase, selulase, protease dan lipase 
(Martins et.al., 2011:368).  
Amilase merupakan enzim penting yang 
digunakan dalam proses industri bahan berpati untuk 
menghidrolisis polisakarida yaitu pati menjadi gula 
sederhana (Omemu et.al., 2004:19). Selulase dapat 
digunakan untuk produksi bioethanol melalui proses 
hidrolisis yang mampu memecah polisakarida 
menjadi monomer gula penyusunnya (Kodri dkk., 
2013:36). Aspergillus niger telah ditemukan 
memiliki aktivitas amilase terbaik (Khan and Sachin, 
2011:100) dan produksi selulase tertinggi (Khan and 
Sumit, 2011:179) melalui proses solid state 
fermentation. Aspergillus niger merupakan kapang 
berfilamen yang potensial untuk fermentasi karena 
memiliki aktivitas amilolitik dan selulolitik serta 
tidak memproduksi mikotoksin. Penelitian 
dilaksanakan untuk mengetahui perubahan kadar gula 
reduksi pada fermentasi kacang gude menggunakan 
metode Luff Schoorl. 
2. BAHAN DAN METODE 
Bahan mentah dan biakan kapang 
Kacang gude (Cajanus cajan) dikumpulkan dari pasar 
tradisional di Madiun, Ponorogo dan Magetan, dan 
kemudian dihaluskan menggunakan mesin penghalus 
tepung. Strain Aspergillus niger diperoleh dari 
koleksi biakan kapang di Laboratorium Biologi, IKIP 
PGRI Madiun. 
Persiapan inokulum dan substrat 
Pembuatan inokulum dilakukan dengan memasukkan 
1 ose biakan Aspergillus niger ke dalam medium 
yang berisi air steril 500 ml, glukosa 10 g, KH2PO4 
1,5 g and MgSO4 0,75 g, kemudian dishaker 
menggunakan rotator orbital 180 rpm selama 20 
menit. Inokulum diinkubasi 24 jam, kemudian 
digunakan sebagai inokulum dalam fermentasi.  
Lima puluh gram substrat tepung kacang gude 
dimasukkan dalam botol steril  500 mL dan 
menambahkan 75 mL air fisiologis lalu digoyang-
goyangkan, dan autoklaf pada suhu 121˚C selama 20 
menit. Setelah dingin, media dapat digunakan untuk 
substrat fermentasi.  
Solid state fermentation 
Media steril diinokulasi dengan konsentrasi inokulum 
berbeda,0 mL/g (P0), 0,2 mL/g (P1), 0,4 mL/g (P2), 
0,6 mL/g (P3), kemudian dishaker dengan rotator 
orbital 180 rpm selama 30 menit. Media fermentasi 
dinkubasi dalam waktu inkubasi 0 jam (K0), 24 jam 
(K1), 48 jam (K2), 72 jam (K3), 96 jam (K4) dan 120 
jam (K5). 
Metode analisis kadar gula reduksi 
Analisis perubahan kadar gula reduksi pada substrat 
menggunakan metode Luff Schoorl. Lima gram 
substrat fermentasi diambil dari botol tiap 24 jam, 
kemudian ditambah 50 mL air distilasi dan dicampur 
merata. Suspensi  dicentrifuge pada 4000 rpm selama 
20 menit, dan supernatan digunakan untuk menguji 
kadar gula reduksi. Pipet 10 mL supernatan ke labu 
didih kemudian tuangkan 10 mL reagen Luff 
Schoorl. Sampel dididihkan pada refluks selama 10 
menit, kemudian tambahkan 6 mL KI 20% and 10 
mL H2SO4 dengan hati-hati melalui dinding labu. 
Titrasi sampel dengan Na2S2O3 0,1 N hingga 
berwarna kuning, lalu tambah amilum 1% titrasi 
dilanjutkan sampai warna biru hilang. Buat blanko 
titrasi menggunakan air sebagai pengganti sampel. 
Kadar gula reduksi dihitung dengan rumus : 
 
 
 
 
Where : 
AT= angka tabel Luff Shoorls  
Fp= fakttor pengenceran 
Analisis statistik 
Penelitian menggunakan rancangan acak lengkap, 
hasil data dianalisis menggunakan  ANOVA, 
kemudian diuji lanjut menggunakan uji lanjut BNT. 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
Rata-rata kadar gula reduksi pada fermentasi kacang 
gude (Cajanus cajan) menggunakan solid state 
fermentation oleh kapang Aspergillus niger dengan 
perlakuan berbeda yaitu konsentrasi inokulum dan 
waktu inkubasi ditunjukkan pada Tabel 1. 
Tabel 1 menunjukkan bahwa kadar gula reduksi 
pada fermentasi kacang gude pada 24 jam masih 
rendah dan meningkat pada 48 jam kemudian 
menurun pada 96 jam. Pengaruh konsentrasi 
inokulum 0,2 mL/g (P1) diketahui memiliki kadar 
gula reduksi tertinggi daripada perlakuan lainnya. 
Pengaruh waktu inkubasi pada 72 jam (K3) diketahui 
memiliki kadar gula reduksi tertinggi daripada 
perlakuan lainnya.  
Gula reduksi (%) : 
𝐴𝑇×𝐹𝑝
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙×1000
×100% 
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Tabel 1.Rata-rata kadar gula reduksi pada fermentasi kacang gude (Cajanus cajan) 
Perlakuan P0 P1 P2 P3 
K0 9,25 ± 0,00 9,25 ± 0,00 9,25 ± 0,00 9,25 ± 0,00 
K1 9,25 ± 0,00 9,25 ± 0,00 10,23 ± 0,46 10,23 ± 0,46 
K2 10,55 ± 0,00 10,55 ± 0,00 11,85 ± 0,00 11,85 ± 0,00 
K3 13,15 ± 0,00 12,5 ± 0,92 12,18 ± 0,46 11,85 ± 0,00 
K4 7,98 ± 0,00 7,98 ± 0,00 7,98 ± 0,00 7,98 ± 0,00 
K5 7,98 ± 0,00 7,98 ± 0,00 7,98 ± 0,00 7,98 ± 0,00 
 
Kadar gula reduksi selama proses solid state 
fermentation pada fermentasi kacang gude oleh 
Aspergillus niger ditunjukkan pada Gambar 1. Hasil 
yang ditunjukkan Gambar 1 menyatakan bahwa 
kadar gula reduksi tertinggi diperoleh pada 
konsentrasi inokulum 0,2 mL/g dan waktu inkubasi 
72 jam (P1K3) sebesar 12,50%, sedangkan untuk 96 
jam dan 120 jam pada masing-masing konsentrasi 
inokulum sebesar 7,98% memberikan kadar gula 
reduksi terendah. Pada waktu inkubasi 0 jam hingga 
72 jam mengalami peningkatan dan menurun setelah 
96 jam dari hasil kadar gula reduksi. Aktivitas 
amilase dan selulase mengalami perubahan karena 
semakin rendah tingkat konsentrasi inokulum 
memberikan biomasa yang cukup sehingga 
mereduksi pembentukan produk, sedangkan tingkat 
konsentrasi inokulum tertinggi memungkinkan dalam 
memproduksi biomasa yang lebih banyak sehingga 
pembentukkan produk semakin rendah (Imandi et.al., 
2010:29). Hidrolisis enzim merupakan hidrolisis 
amilum dan selulase menjadi glukosa. Glukosa 
kemudian digunakan sebagai energi oleh kapang 
Aspergillus niger untuk metabolisme dan 
pertumbuhannya (Gandjar dkk.,2006:44). 
 
Gambar 1. Kadar gula reduksi pada fermentasi kacang gude selama solid state fermentation oleh Aspergillus niger 
 
Aspergillus niger adalah kapang berfilamen 
yang dapat memproduksi ekstraselular enzim, 
khususnya amilase, selulase, protease dan lipase 
melalui proses solid state fermentation (Martins 
et.al., 2011:368). Hasil yang sama dilaporkan oleh 
Omemu et.al. (2005) bahwa jumlah tertinggi gula 
reduksi bahan berpati pada 72 jam. Rahmawati 
(dalam Lestari dan Wahono, 2015:28) menyatakan 
bahwa semakin lama fermentasi menyebabkan 
peningkatan dalam pembentukan kadar gula reduksi 
khususnya pada 48 jam atau 72 jam inkubasi. Kadar 
gula reduksi mengalami peningkatan karena kapang 
berfilamen mengalami fase log, sedangkan pada 24 
jam kadar gula reduksi belum meningkat karena 
mikroorganisme masih beradaptasi. Selain itu, 
semakin lama waktu hidrolisis menyebabkan jumlah 
substrat menurun karena sudah banyak yang 
dihidrolisis. Glukosa yang dihasilkan menurun atau 
tetap (Kodri dkk., 2013:41). 
4. KESIMPULAN 
Kacang gude (Cajanus cajan) merupakan legum 
daerah tropis yang potensial dalam memperbaiki 
kuantitas dan kualitas. Aspergillus niger sebagai 
produsen enzim ekstraseluler amilase dan selulase 
terbaik melalui solid state fermentation. Solid state 
fermentation dapat meningkatkan kadar gula reduksi 
pada fermentasi kacang gude. Hasil kadar gula 
reduksi tertinggi diperoleh pada konsentrasi 
inokulum 0,2 mL/g (P1) dan waktu inkubasi 72 jam 
(K3). 
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